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целью работы была оценка влияния пероксинитрита на сродство гемоглобина к кислороду
в опытах iп yilro, Показано, что инкубирование цельной венозноit крови с пероксинитритом
приводиТ к повышенИю сродства гемоглобиНа к кислороду. Вероятно, данный эффект реа-
лизуется через образован"Ъ различных форм гемоглобина: окисленной по гему " ,одlлф11:;
ровънной по аминокислотным остаткам белка. Обсужлена завис}tNrость результата реакции
iемоглобина с пероксинитритом от налряжения углекислого газа и условий окс}tгенированности
гемоглобина.
Клю,lевьtе с:lовQ; ?емо?,побuн, пероксullullурul11, с,роdсmво zеltоzлобuна к кuслороd1,.
Пероксинитрит (ONOO-), образующийся из
оксида азота (NO) и супероксид аниона (Oi-),
является высокореакционной молекулой, участ-
вующей в защитных реакциях организма, про-
цессах окислительного стресса и апоптоза, осу-
ществляет посттрансляционную модификацию
белков [1]. Как сильный окислительный и нит-
рующий агент пероксинитрит (общее название
для пероксинитрит аниона ONOO- и пероксиа-
зотистой кислоты oNooH) может реагLtровать
с аминокислотами, такими как тирозин, трип-
тофан, цистеин, метионин, нуклеиновыми ки-
слотами, а также липидами мембран и металл-
содержащими белками [2].
Основной мишенью пероксинитрита в крови
является гемоглобин. Взаимодействие перокси-
нитрита с окси- или дезоксигемоглобином при-
вод;т к образованию метгеrиоглобина [3-5],
спектроскопическими методами было установ-
лено, что пероксинитрит окисляет гемоглобин
через образование промежуточных феррильной
(Fеа+=О) или перферрильной (Роr'+ - Fеа+ = 0)
форм гемопротеина [6]. Помимо того, образую-
щийся при разрыве пероксинитрита радикал
NO; вызывает нитрование тирозиновых остат-
ков гемоглобина [7]. В присутствии физиоло-
гических концен]раций углекислого газа (СОr)
ONOO- образует нитрозопероксикарбоксилат
Сокращения: сгк _ сродство гемог-побина_к кислороду,
кдо - кривая диссоциациlr оксltгемоглобина, КтФ -
кис-породтранспортная функt-tия.
анионный аддукт (ONOOCO] ), распад которо-
го также приводит к окислению гемоглобина
и образованию нитрующего радикала lЧОi t8J.
Металлсодержащие соединения, например ге-
моглобин, могут увеличивать образование нит-
ротирозиНа посредсТвом бимолекулярной реак-
ции с пероксинитритом [2]. Кроме того, металл
гемовой группы, подвергающийся последующе-
му восстановлению, может существенно увели-
чить процессы нитрования тирозиновых остат-
ков, что позволяет назвать металлсодержащие
вещества катализатором процесса нитрования
[2]. Кажлая полипептидная цепь гемоглобина
содержит по три тирозиновых остатка. Однако
только некоторые из этих аминокислотных ос-
татков являются наиболее вероятными мише-
нями для процесса нитрования [9]. Учитывая
расположение тирозиновых остатков при фор-
мировании третичной и четвертичной структу-
ры белка, удаленность их от гема и ряд другиХ
факторов, высказывается предположение о се-
лективности процесса нитрования) приводящего
к определенным изменениям конформации мо-
лекулЫ гемоглобина в целом [2,10]. Возможно,
гемоглобин участвует в защите вне- и внутри-
клеточных структур от повреждения их перок-
синитритОм [1 l]. Предполагается также, что мо-
дификация гемоглобина оксидом азота или пе-
роксинитритом может оказывать влияние на
определенные характеристики этого гемопро-
теина, в частности, его кислородсвязывающие
свойства [12-14]. Исходя из этого, целью нашего









нитрита на сродство гемоглобина к кислороду
(СГК) в опытах iп l,itro.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперимеllты irr yitro. В экспериментах ис-
пользовали гепаринизированную кровь, забран-
ную от кроликов массой от 3,5 до 4,5 кг (tt =
33). Забор смешанной венозной крови прово-
дили у наркотизированных тиопенталом (50
мг/кг) животных посредством катетеризации
яремной вены. Сразу после изъятия кровь хра-
нили в анаэробных условиях при температуре+l'C. Исследования проводили в течение пер-
вых 5 - б ч после забора крови. Суспензию
отмытых изотоническим раствором хлорида на-
трия эритроцитов готовили на 0,15 М натрий-
фосфатном буфере (рН 7,4) или посредством
ресуспендирования эритроцитов в двукратно
отцентрифугированной плазме, лишенной лей-
коцитов и тромбоцитов. Процентное содержа-
ние эритроцитов в суспензиях составляло 40Оh.
В первой серии опытов кровь, суспензию
эритроцитов на буфере или плазме инкубиро-
вали в течение 30 мин при 37"С в анаэробных
условиях с пероксинитритом при соотношении
гемоглобина (тетрамера) и ONOO l:l. Во вто-
рой серии опытов образцы инкубировали с
пероксинитритом при соотношении ONOO- и
гемоглобина (тетрамера), равном 1:2, в течение
З0 мин. В этой серии инкубированик) крови
или суспензии с пероксинитритом предшество-
вала предварительная оксигенация или дезок-
сигенация образцов в течение 30 мин. В третьей
серии цельную кровь с добавлением перокси-
нитрита подвергали l0-минутной лtнкубации на
водяной бане при 48'С. В другом опыте этой
же серии перед температурным воздействием
кровь дезоксигенировали смесью 94,57о N, и
5,5О/о СО2 в течение получаса. Во всех опыiах
в контрольной пробе кровь смешивали с изо-
тоническим 0,97о раствором хлорида натрия
или соответствующим буфером.
Определепие cpollcTBa гемоглобина к кисло-
роду, рН и газового сOс,tава крови. Показателем,
характеризующим СГК, является 250 - величи-
на парциального давления кислорода. при ко-
торой степень оксигенированности гемоглобина
составляет 50%. СГК отражали следующими
показателями: р50 стандартное, измеренное при
рН 7,4, pCOz = 40 мм рт. ст., t = З7"С, и
реальное * для реальных значений рН, рСО7,
температуры. Показатель р50 определяли мето-
дом смешивания на микрогазоанализаторе
АВL-З30 (Radiometer, Щания). Кривую диссо-
циации оксигемоглобина (КДО) рассчитывали
по уравнению Хилла, Напряжение углекислого
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газа (рСОr), кислорода (рО2) и рН крови также
измеряли с помощью АВL-3З0.
Опрелелепие NOr. Количество нитритов и
нитратов в плазме и гемолизате крови опреде-
ляли с помощью реактива Грисса [l5]. Перво-
начально белки пробы осаждали 30% ZnSOo.
После чентрифугирования супернатант инкуби-
ровали в течение |2 ч с металлическим кадмием
для восстановления нитратов в нитриты. Затем
добавляли реактив Грисса и спектрофотомет-
рически определяли суммарную концентрацию
нитритов в пробе.
Измеренлlе количестttа метгемоглобиrlа в
пробе проводили спектрофотометрически ге-
миглобинцианидным методом с использовани-
ем реактива fiрабкина.
Реак,гивы. В эксперименте использовали
следующие реактивы: L-аргинин, метиловый
эфир нитроаргинина (Sigma, США). Перокси-
нитрит получали смешиванием 0,6 М раствора
нитрита натрия и 0,6 М раствора перекиси
водорода в 0,7 М соляной кислоте с последую-
щей стабилизацией в 0,9 М растворе гидроксида
натрия [l6]. Концентрацию пероксини.грита в
растворе оценивали спектрофотометрически по
поглощению на длине волны 302 нм (tз02 
"" =16]9 М l.cM |).
С,га,гис,гическую обрабOтку результатов про-
водили с помощью компьютерной программы
statistica.
РЕЗУЛЬТАТЫ
В"rtияпие llероксици,tрита lta llоказа,tеJlи ки-
сJIородтраIIсlIор,гllой фчlIкltии (КТФ) цельпой
крови и счсItеtlзии fри,[рollи,гов па буфсре и
Iulазме. Изначально пероксинитрит добавляли
к цельной крови в соотноttlенt|и с гемоглобином
l:l и инкубировали З0 мин при 37'С. В этой
пробе было зарегистрировано снижение по от-
ношению к контролю величины р50 стандарт-
ного на 3,65 * 1,28 мм рт. ст. (р < 0,05) и
реального на 4,47 * 1.59 мм рт. ст. fu; < 0,05)
(рис. l). Содержание метге1\,Iоглобина лри этом
возросло на 354% Q-l < 0,05) по сравнению с
контролем. На 416,52% Ф < 0,05) больше со-
держалось нитритов в плазме, чем в контроле,
хотя в эритроцитах данный показатель оста-
вался неизменным (табл. l).
При добавлении пероксинитрита к суспен-
зии эритроцитов, приготовленной на буфере
или на плазме, изменений положения KffO не
наблюдалось. В суспензии эритроцитов. приго-
товленной на 0,15 М натрий-фосфатном буфере,
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Рис. l. Поло;кеttие кривой дl]ссоllиации oKc}lI е-
моглоб}jtlа при с,га}lларl,ных чсловt{ях (рН 7,4,
/COz = 40 мм рт. ст., 37'С) посJlе иllкчбltроваIIlIя
цельllой веtlозttоl'i крови с псрокс}lllитрltто\l в ,ге-
чение 30 Nl}tH при З7'С (/ - опыг,2 - Korlгpo;rb).
нитритов в эритроцитах на 82,98% И < 0,05),
в буфере - на 579,1 5% (р < 0,05), а концеr{трация
метгемоглобина увеличилась на 17В,65"k (р <
0,05) (табл. l).
Примечание: * р < 0,05 - достоверные llзменения по отношен}lю к контролю в
достоверные измененtlя по отношенtiю к контролю в опы,ге с цельноt"t кровью.
metHb количество метгемог:lобllrrа, C(NO;) сV]\lN.{арная ко}Iценl,рация H}.llpllToв и
C(NO;) эр. - сумN.,1арная кон1_1ентра|tля нlrтрll,гов и HljTpaToB в эриl,роцитах.
таблица l. Влияние пероксинитрита на показатели кислородr-ранспортной фу"*ц"" крови, суспензии
ЭрИтроциТов на буфере и плазме при инкубировании в течение 30 M1.lH при 37"С (М х, пl)
В суспензии эритроцитов на плазме досто-
верно большей на ]З,34Оk (р < 0,05) была cytlt-
марная концентрация нитритов в эритроцитар-
ной массе, а также количество метгемоглобина
на l73,55% (2 < 0,05) (табл. l).
Приме.lательно, что2СО, во всех суспензиях
было достоверно меньшим, чем в цельной крови
(табл. 1). Показатель рН также снижался при
суспендировании эритроцитов в плазме или бу-
фере (табл. l).
В;lияllие IlсрOксиllи,tри,[а в усJIOвиях tlpc/Il}a-
ри,ге;lыlой 0кси[сIIаllииltезt-lксиr,еIIаllии IIа rlOKa-
за,I,еJIи кисJIорo/([раllсlltlр,гной фупкltии llcJilrtloй
крtll}и и сус!lеIlзии ]ри,грtrIlиluR па буфсре. В
цельной крови с перокси}-lитритом при ее ок-
сигенации и дезоксигенации происходит обра-
зование большего, по отношению к контролю.
количества метгемоглобина на 229,\J'fo (2 <0,05)
и 6614,29'% (2< 0,05) соответственно. Показа-
тели СГК, а также содержание суммарного ко-
личества нитритов в плазме и эритро1_1итах при
этом изменениям не I]одверглись (табл. 2).
В суспензии эритроцитов ни при одних ус-
ловиях кислородного обеспечеtlия изменеt.lий
250 не наблюдалось, несмотря на прирост при
дезоксигенации концентрации метгемоглобина
на B2lfo (р < 0,05) и суммарного количества
нитритов в эритроцитах на З5,58Оh (1 < 0,05).
каждойсерии;# 2<0,05-
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Примtечание: * р < 0,05 - достоверtlые изменения по от}lоtuеlltlю к коtll.ролю в каждой ссрии.
ДЕЙСТВИЕ ПЕРОКСИНИТРИТА НА СРОДСТВО ГЕМОГЛОБИНД З5
таблиllа 2. Влияние пероксинитрита на показатели кислородтранспортной функции крови, суспензии
ЭрИтроцитов на буфере при инкубировании в условиях предварительноt-l оксигенации/дезоксигенации в
течение 30 мин при 37'С (М = m)
metHb - колllчествО метгемоглобlrrrа, C(NO; ) - суммарlrая коllltс}|.граllия tlиlpllтoB и llитратов в плазме или буфере,
C(NO; ), эр.- суммарная коl{llентрацt.lя нитри-гов и ниl-ра'ов в ]риlроtlи-гах.
При оксигенации возросло содержание NO; в
буфере на 68,З17о (р <0,05) и на 156,12o/o Ql <
0,05) в эритроцитарной массе этого же образца
(табл. 2).
Влияние пероксиItитрита на Itоказате.ци ки-
слорOдтранспортной функltии крови в услOвиях
инкубирования при 48ОС. Инкубирование цель-
ной крови в течение l0 мин при 48ОС не вы-
зывало изменений стандартного показателя
СГК, суммарного количества нитритов в плазме
и эритроцитах, а также содержанLlя метгемог-
лобина в пробе, однако увеличивало рСО1 в
образце на 16,510/o (р < 0,05) (табл. 3). СмеЙи-
вание крови с пероксинитритом при 48.С вы-
зывало достоверное, по отношению к контроль-
ноЙ пробе (48,с), сни;кение 250 стандартного
на 2,3J * 0.90 мм рт. ст, (,/r < 0,05) (рис. 2), на
фоне прироста количества метгемоглобина на
1931,25"k Ф < 0,05), суммарной концентрации
нитритов в плазме на бl0,22uk (р < 0,05), в
(табл. 3). В опыте с пероксинитритом наблю-
дался прирост величины рСО, по отношениюк контролю (37"С) на 9,86О/о (р . 0,0S) (табл.
3). Предварительная дезоксигенация, Ilроводи-
мая при 48"С, приводила к увеличению содер-
жания метгемоглобина на 692,86''/о (2 < 0,05),
концентрачии NO; в плазме на 2199,04%, (р <
БИоФLlЗИКА том 5l вып.l 2006
!,0]) и_ в эритроцитах - на 5l3,62"k (р < 0,05)(табл. 3). Однако стандартный показатель срод-
ства гемоглобина к кислороду при дезоксиге-
нации не отличался от контроля.
ОБСУЖДЕНИЕ
В нашей экспериментальной модели были
выбраны достаточно высокие соотношения
ONOO :НЬ, так как концентрации оксида азота
в таких отделах сосудистой системы, как арте-
риолы, капилляры, гораздо выше, чем в крови,
содержащейся в крупных сосудах. fiанный факт
можно объяснить существующими различиями
NО-синтазной активности эндотелия на протя-
жении сосудистой системы, которая, как было
подтверждено иммуногистолог}lческими иссле-
дованиями, в артериолах максимальна, а в ве-
нах знаLlиТельно снижена [l7]. Кроме того, со-
отношение объема крови, приходящейся на тер-
минальные артериолы и капилляры, к площади
поверхности данного отдела сосудистого русла
является наименьшим [l2]. Это позволяет пред-
положить, что концентрация оксида азота в
микроциркуляторном русле буде, большей, чем
в остальнЫх отделаХ сосудистой системы [l2].
Щиркулирующие тромбоциты, как и другие
клетки крови, способны продуцировать доста-














пероксинитрита на показатели кислородтранспортной функuии крови в условиях










при l = ,lll'C
(}lb:ONOO- = l:l)
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1021 ,g + 30,2*#S
I689,9 + |SJ.$*#S
Прlrмс.littrис: +2< (),()5 /,loc,IoBcpIlLlc измсllсlltlЯ пooItlollIcIlllloKKol1,I рО-IIю в кажлОйсерии; # р<0,05
itoc,loBcpIl1,1c llз]!lсIlсlllIя по оlllоllIсllию к Kol1,IpoJIto (/ = 37'С); S 2 < (),05 ,Iloc,I,oBcpll1,1e измененt,lя по о,гноulению
к Kolllpo.IIo (/ = -{Х'(').
mct}|b коJIи,lсс-l t]o Mctt,cMolLloбlllra, ('(NO; ) c1,1trtapltiiя коIlllсtlIрtlllия l{и,Iр}t,I,ов 1,1 }ltl],paToB в плазме и,lи буфере,
(](NO;) эр. сyммарllая коlIIlсllIраlll]я lItl,I,ptl,|,oB и Ill1,1 ра,гов в эриl,роItlt-Iах.
болltt,tх раликалов [l8,19]. Взаимолействие lta
ypoBtle каIIилляроts кисJlородных свободLlых ра-
дикаJI(]в с Ilрису,гствуюtliими 1,ам количествtlми














Plrc. 2. П оltожсl t t,lc Kpl,r воii rtиссоl t1,1a l tll l,| окси t,el\loI,-
';toбtlIta при cl,?ltUlap,I lll,|x усjIовltях (рН 7,4, 2COz =
-l() мм p-l,. cr., З7"С) посlIс иrrкубtlроваlllIя llc:rr,rtoй
всllозttt,lii крови с 11cl)()KCllttlllplll()M в,t,с,tсtrис l()
1!{llll llpl{,lt]"C (/ опt,l t,,2 Kotttpo.rlt,).
Известно, что взаимодействие гемоглобина
с пероксинитритом может приводить к окис-
лению гема или модификации тирозиновых и
цистеиновых остатков белка [5]. Проuесс нит-
рования тирозина является селективным, что
приводит к строго определенным изменениям
конформации белка [9,20,2l]. Предполагается
также, что модификация гемоглобина перокси-
нитритом, приводяшдая к окислению гема или
модификации белковоЙ части гемопротеина
вследствие нитрования тирозина, может иметь
влия}lие на СГК [l2]. Инкубирование цельноЙ
крови с пероксинитритом в наtllих опытах вы-
зывало снижение как стандартного, так и ре-
ального показателей Сгк. Сдвиг Кfiо влево
линейно коррелирует с содержанием в крови
м етгем огл о бина |22]. П редположител ьн о, }lз м е-
нение250 в условиях нашего эксперимента было
как раз и вызвано присутствием окисленной
формы гемоглобина. Однако достоверное уве-
личение концентрации ферригемоглобина в сус-
пензии эритроцитов не tsызывало изменений
показателя Сгк. Также нельзя исключить зна-
чение и других NО-производных гемоглобина
(нитрозо- и нитрозилгемоглобина), поскольку
известно, что пероксинитрl.iт обладает не толь-
ко сильным окислительным действием, но спо-
l00 l20
РО2, ММ РТ.СТ.










собен вызывать нитрование и s-нитрозилиро-
вание аминокислотных остатков [l9]. Вероятно,
эффект пероксинитрита на положенltё КДО
цельной крови определяется непосредственны-
ми продуктами его взаимодействия с гемогло-
бином.
Основные механизмы реакции перс)ксинит-
рита с аминокислотами реализуются через сле-
Дующие формы пероксинитрита: HOONO,
ONOO-, ONOOCO; [2,3]. Результат реакций,
предположительно, определяется факторами
(рН, рСОr, рО2), которые влияют на соотно-
шение этих форм пероксинитрита [5,1l].
Согласно предположению авторов работы
[6], более эффективное окисление перс)ксинит-
ритом гемоглобина происходит в его дезокси-
форме. В экспериментальных же условиях сни-
жение рОr, наоборот, затормаживало образо-
вание феррригемоглобина [l l]. Полученные на-
ми данные о взаимодействии гемоглобина с
пероксинитритом в условиях оксигенации Llли
дезоксигенации как цельной крови, так и сус-
пензии эритроцитов не отражают ведущую роль
концентрации кислорода в процессах окисления
гемоглобина пероксинитритом.
Анализируя полученные данные, следует об-
ратить внимание на роль СО). В присутствии
физиологических концентрациЙ углекислого га-
за время жизни пероксинитрита значительно
уменьшается благодаря образованию интерме-
диата с СО., * нитрозопероксикарбоксилат ани-
онного аддукта, который при изомеризации
приводит к генерации радикала карбонат-анио-
на (СОr) и NO) -радикала [23]. Радикал СО1
является более специфичным оксидантом аро-
матических остатков, чем'ОН-радикал, поэтому
СО2 усиливает пероксинитрит-зависимое одно-
электронное окисление тирозиновых остатков
в белках [2,241. !остоверное снижение рСО, в
суспензиях эритроцитов относительно кон-
трольной пробы в опыте с цельной кровью,
вероятно, уменьшает образование СОr-радика-
ла, что приводит в итоге к снижению образо-
вания нитротирозина. Возможно, что именно
нитрование белковой части гемоглобина, по-
тенцированное образованием и последующей
изомеризацией ONOOCO, , имеет наибольшее
влияние на положение KfO. Известно, что СО2
является регулятором кислородсвязующих
свойств гемоглобина. Повышение рСО, в крови
вьiзывает снижение показателей СГК. !анные,
полученные при инкубировании крови при тем-
пературе 48"С, позволяют утверждать, что толь-
ко в присутствии пероксинитрита на фоне дос-
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таточно высокого содержания СО1 происходит
уменьшен}lе СГК, тогда как в те-рмсrконтроле
(48"С) повышенное относительно контроля
(37'С) pCOz не вызывает изменений кислород-
связующих свойств гемоглобина.
На основании полученных нами результатов
можно предполо)t(ить, что пероксинитрит яв-
ляется не только цитотоксичным окислителем,
но и фактороN,I регуляции кислородсвязывilю-
щих свойств гемоглобина. Очевидно, его
действие реализуется через образование различ-
ных форм гемоглобина: окисленной по гему и
модифицированной по аминокислотным остат-
кам белковой части гемопротеина. Персlксинит-
рит как регулятор сродства гемоглобина к ки-
слороду реализует свое действие при его вы-
соких концентрациях и в присутствии значимых
количеств углекислого газа в крови.
Работа выполнена при частичной финансо-
вой поддержке Фонда фундаментальных 1,1ссле-
дований Республики Беларусь (БOЗ-0l9).
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The Effect of Peroxynitrite on the Аffiпiф of Hemoglobin for Oxygen
iп yitro
V.V. Zinchuk and T.L. Stерurо
Grоdпо State Meelical Uпiversit)l, ul. Gor'kogo 80, Grоdпо, 230015 Repltblic of Belarus
The aim of the study was to estimate the iпfluепсе ot' регохупitritе оп the affinity оf hemoglobin
Гоr oxygen iп чilrо. It was shown that the incubation оГ venous blood with peroxynitrite rеsu|tеd
in а rise оf affinity of hemoglobin fоr oxygen. РгеsumаЬlу, this еГГесt is гea|ized through the
gепеrаtiоп of various Гоrms of hemoglobin: heme-oxidized and modified at the amino acid residues
оf the protein. The dependence оf the results оГ hemoglobin-peгoxynitrite rеасtiоп оп the саrЬоп
dioxide tension and the saturation оf hemoglobin Ьу oxygen is discussed.
Кеу у,рr7r: hеmоglоЬiп, peroxlltlitrite, аffiпitlt of hепюglоЬiп for охчgеп
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